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 مقاله پژوهشي
 

 ارتباط منگنز و آهن در اتصال به آپوـ ترانسفرينبررسي 
   

  *قصبه تقي حسن زاده 
 

 :چكيده
يكي از عناصر كمياب مي باشد كه كمبود آن در انسانها بندرت ديده مي شود در حاليكه ) Mn(منگنز           

 منگنز در افراديكه در معرض غلظتهاي بالائي از مسموميت با .مسموميت با آن در موارد متعددي گزارش شده است
مشاهده مي شود و در دوران نوزادي از اهميت ويژه اي ) خشك كارگران كارخانه هاي باطري( اين عنصر قرار دارند

. ميتواند در متابوليسم اين عنصر تداخل نمايد آهن با شيميايي شباهتهاي بعلت منگنز كه تصور بر اينست. برخوردار است
رتباط با آهن ، با توجه به نقش بيوشيميايي اين دو عنصر ، از اهميت ويژه اي برخوردار مي باشد ، لذا هدف از انجام ا

  .مي باشد) يعني انتقال پلاسمايي آن(اين پروژه بررسي و تعيين نقش تداخلي منگنز در يكي از مراحل متابوليسم آهن 
آهن در انتقال پلاسمائي آنها بوسيله تكنيكهاي دياليز تعادلي ،  و اخل منگنزدر كار تحقيقاتي حاضر سعي شده تد          

 .كروماتوگرافي ميل تركيبي ، تيتراسيون اسپكتروفتومتري و الكتروفورز مورد مطالعه قرار گيرد
مطالعه گرديد در يكسري از آزمايشات اثر منگنز در انتقال پلاسمائي آهن از طريق تيتراسيون اسپكتروفتومتري           

 ميكرو گرم منگنز بر ٨٠٠ و٤٠٠ و ٢٠٠و مشاهده شدكه ميزان اتصال آهن به پروتئين هاي سرم انساني در حضور 
سپس با استفاده از تكنيك كروماتوگرافي ميل تركيبي و بوسيله . كاهش مي يابد%٢٣و% ٥/١٢، %٨ليتر پلاسما به ترتيب 

ي تخليص گرديد و آزمايش فوق با ترانسفرين خالص انساني تكرار شد و آنتي ترانسفرين ،آپو ترانسفرين سرم انسان
اتصال آهن و منگنز به ترانسفرين در قسمت ديگر اين پروژه از طريق تكنيك دياليز تعادلي . نتايج مشابه بدست آمد

) ka(ثابت اتصال . نيز موردبررسي قرار گرفت و اقدام به تعيين ميزان ثابت باند شدن اين دو فلز به ترانسفرين شد
 .  فوق از طريق الكتروفورز نيز به تاييد رسيدنتايج.  بدست آمد١/٣* ١٠ ٩  M -١منگنز به آپوترانسفرين 

به طور كلي نتايج بدست آمده در پروژه حاضر مشخص مي نمايد كه منگنز به علت شباهتهاي شيميايي كه با           
 مكانيسمي جهت ايجاد كم خوني فقر آهن در و اختلال ايجاد نموده آهن دارد قادر است در متابوليسم اين عنصر

 .افرادي كه مسموميت با اين عنصر را دارند ، ارائه دهد
 

   منگنز / كم خوني كم رنگ / آهن / آپوترانسفرين : كليد واژه ها
 

 :مقدمه 
در مراكز تحقيقاتي دنيا مطالعات زيادي برروي عناصـر               

و نقش متابوليسمي آنهـا در بـدن   ) trace element(كمياب 
عناصر كمياب اگر چـه بـه مقـدار         . در حال انجام مي باشد      

جزئي در ساختمان پروتئين ها و آنزيم هـاي مختلـف بـدن            
وجود دارند ولي افزايش سطح سرمي اين عناصر مـي توانـد            

 در اعمال  "ده و بعضاـــــــموجب بروز اختلالات متعدد ش
 

 
 .مايند يكديگر تداخل مي ن

يكي از اين عناصر مي باشـد كـه از يـك             )Mn(منگنز        
طرف به عنوان يك عنصر كمياب و از طرف ديگر به عنـوان             
يك عنصر سمي اثرات خود را در واكنشهاي مختلف در بدن     

ايــن عنصــر در ســاختمان برخــي از   ).١(انجــام مــي دهــد
ــموتاز     ــيد دسـ ــز سوپراكسـ ــامل منگنـ ــا شـ  متالوآنزيمهـ

)MN-SOD( و گليكوزيل ترانسفراز شركت مي نمايد)٢،٣( 
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــ 
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 آمينولوولينات سنتتاز را در نواحي -٥فعاليت آنزيم و 
مختلفي از مغز رات بويژه در مخچه ، مغز مياني و قشر 

 ). ٤(مغز مهار مي كند 
كمبود منگنز در انسان بندرت مشاهده مي شود در       

حالي كه مسموميت با اين عنصر در موارد متعددي 
افرادي كه مسموميت با منگنز در ).٥(گزارش شده است 

در معرض غلظتهاي بالائي از اين عنصر يا تركيبات آن 
 )كارگران كارخانه هاي باطري خشك(قرار دارند 

مشاهده مي شود و در دوران نوزادي از اهميت ويژه اي 
تحقيقات نشان ميدهد مسموميت ). ٥،٦(برخوردار است 

با منگنز تشكيل هموگلوبين را كاهش داده باعث ظهور 
در  عنصر همچنين اثرات سمي اين. شودكم خوني مي

 و cerebellar  damage:موارد مختلف از جمله در 
neuronal  degenerationو ganglionic  disorder و 

منگنز پس ). ٧(پاركينسون مورد توجه قرار گرفته است 
از جذب از روده ها به جريان خون وارد شده و توسط 

 به سلولهاي ترانسفرين "پروتئين هاي مختلف خصوصا
 گلوبولين با وزن - بتاترانسفرين يك . هدف مي رود 

تعداد زيادي از يونهاي ). ٨( كيلو دالتون است ٨٠ملكولي
 ) ١٠(و روي ) ٩(كروم ، )٨(فلزي از قبيل آلومينيوم 

مي توانند با اتصال به ترانسفرين متابوليسم آهن را 
پيش از اين با بكار بردن تكنيكهاي . مختل نمايند

 و western  blotي شامل ـــــوشيميائـــف بيــــمختل
fast   protein  liquid  chromatography و همچنين 

SDS-PAGE اتصال منگنز به ترانسفرين سرم انسان 
اتصال اين عنصر به ترانسفرين ). ١١(تائيد شده است 

 ).١٢(مي تواند در متابوليسم آهن اختلال ايجاد نمايد 
با " جام شده با روشهاي متفاوت و صرفاساير مطالعات ان

حتي . استفاده از حيوانات آزمايشگاهي انجام شده است
 با مطالعاتي كه تا امروز نيز انجام شده ، پروتئينهاي 
 ناقل منگنز در سرم انسان به طور قطع و يقين 

 Transferrinمشخص نشده است و محققان سه پروتئين 
 ،Transmanganin و Albuminلذا . عرفي كرده اند را م

هدف از انجام اين پژوهش ، بررسي و تعيين نقش 
يعني (تداخلي منگنز در يكي از مراحل متابوليسم آهن 

 .مي باشد) انتقال پلاسمايي آن
 :روش كار

براي مطالعه و مقايسه  :تكنيك اسپكتروفتومتريك -١       
 مـبه ترانسفرين موجود در سرم و ه +Mn3و +Mn2اتصال 

 
ن تأئيد فعاليت سرولوپلاسمين تخليص شده ، از اين چني

 sigmaكارخانه  ترانسفرين از ).١٣(تكنيك استفاده گرديد
 ).١٤(درآمد به صورت خالص تهيه و پس از عمل دياليز

 ٥٠( استات عمل دياليز با استفاده از محلولهاي بافر
 ميلي ١٥/٠( كلريد سديم و) =٢/٥pHو  ميلي مولار

در محلول )  مولار٠٢/٠(م ـــــات سدي، بيكربن) مولار
 ـبافر تريس " و نهايتا)  مولار ١٥/٠(كلريد سديم 
) =٤/٧pH ميلي مولار و  ١٠٠( بيكربنات ـهيدروكلرايد 

ول ـــــمحل از ادهـــــبا استف). ١٤،١٥(ام شدـــــانج
 ـ تريس بافر در كه) mg/ml٥( آپوترانسفرين خالص

 تهيه شده طيف =٤/٧pH با بيكربنات ـ هيدروكلرايد
جذبي آپوترانسفرين و ترانسفرين اشباع شده با منگنز 

 ـ منگنز كمپلكس) λmax( بررسي و ماكزيمم طول موج
اسپكتروفتومتريك از نوع  دستگاه بوسيله ترانسفرين

Perkin-Elmer 5515 uv/vis Recorder 561  تعيين
 .گرديد 

سمين سرولوپلا : تكنيك كروماتوگرافي ميل تركيبي -٢
سرم انسان با استفاده از تكنيك كروماتوگرافي ميل 

 استخراج گرديد) affinity  chromatography( تركيبي
ستون كروماتوگرافي ميل تركيبي كه در اين ). ١٦-١٨(

پروژه تهيه شد، ستون سفارز حاوي آنتي سرولوپلاسمين 
 آنتي سروپلاسمين از كارخانه سيگما خريداري .مي باشد

ت انجام اين قسمت از پروژه مقدار يك ميلي جه .گرديد
ليتر از سرم انساني كه حاوي سرولوپلاسمين است را در 

 رقيق =٢/٧pH مولار با ١/٠دو ميلي ليتر بافر فسفات 
ابتدا از بافر فسفات . كرده و روي ستون اضافه مي شود 

سپس جهت جدا شدن سرولوپلاسمين از   و=٢/٧pHبا
شده به سفارز از بافر فسفات  متصلآنتي سرولوپلاسمين 

پس از خروج  . استفاده گرديده=٨/٢pH با سيترات
پروتئين هاي اضافي و سرولوپلاسمين تمام لوله ها در 

 نانومتر قرائت گرديد و منحني مربوطه ٢٨٠طول موج 
 .رسم شد 

اتصال منگنز و آهن به  :تكنيك دياليز تعادلي  -٣
ه تكنيك دياليز ترانسفرين موجود در سرم انسان بوسيل

با اين روش ). ١١(تعادلي نيز مورد بررسي قرار گرفت 
مي توان ثابت اتصال هر مولكول به ليگاند اختصاصي آن 

لعاده با ارزش را محاسبه نمود كه از نظر باليني فوق ا
 ايي با وزن ــ مولكولهرن تكنيك عبواساس اي. خواهد بود

 ول ـــكرومولكمولكولي كم از غشاء نيمه تراوا به طرف ما
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كاتور معمولي با يدستگاه دياليز شامل يك دس .مي باشد
سوراخها جهت . درب شيشه اي سوراخ دار مي باشد

ورود جريان گاز ، نمونه برداري و يا افزودن مواد به 
كاتور يك يدر داخل دس. داخل كيسه دياليز مي باشند

كه از بافر تريس ـ  باز قرار دارد در ظرف پلاستيكي
 پر pH=٤/٧ مولار با ٠٠٥/٠روكلرايد ـ بيكربنات هيد

شده است و كيسه دياليز درون اين بافر معلق خواهد 
 خارج كيسه دياليز در طول آزمايش بوسيله pHاز  .شد

  درصد ٥درصد اكسيژن و٩٥گازي شامل  جريان
با استفاده از . دي اكسيد كربن ثابت نگه داشته مي شود 

 scatchardتكنيك، منحني اطلاعات بدست آمده از اين 
منگنز به آپوترانسفرين را  )ka(را رسم نموده ثابت اتصال 

 .محاسبه مي كنيم 
تغييرات الگوي الكتروفورتيكي  : تكنيك الكتروفورز-٤

 به آن ، +Mn2+,Mn3 شدن متصلآپوترانسفرين متعاقب 
بررسي و ) electrophoresis(به وسيله تكنيك الكتروفورز

 انجام اين مرحله از آزمايشها ابتدا يك براي. مقايسه شد
 ـ از آپوترانسفرين در بافر تريس ml/mg٥محلول 

تعدادي لوله  .بيكربنات تهيه گرديد ـ هيدروكلرايد 
ليتر از  ميلي ٥/٠دآيونيزه شده انتخاب و به تمامي آنها 
در لوله هاي .  محلول آپوترانسفرين فوق اضافه گرديد

 +Mn3+,Mn2اي مختلفي از فوق به طور جداگانه غلظته
را  )در حضور سرولوپلاسمين و يا در حضور اتانول آمين(

به مدت لازم در محيط آزمايشگاه انكوبه  فراهم كرده ،
 سرولوپلاسمين يا اتانول آمين در اين مرحله به .شدند

 پس از انكوباسيون ، .عنوان اكسيد كننده عمل مي كنند

  urea-polyacryl amide gel electrophpresisروش با
 الگوي تغييرات و نمونه هاي مذكور را الكتروفورز كرده

الكترفورتيكي آپوترانسفرين متعاقب اتصالش با 
Mn2+,Mn3+در اين مرحله الكتروفورز به . بررسي گرديد 

 ).١٤( انجام شد continousطريق 
 :نتايج 
 )max λ( يـــــجذب طيف ابتدا تحقيقات اين در      

منگنز  كمپلكس و ترانسفرين ـ آهن ، كمپلكسترانسفرين
 ترانسفرين تهيه گرديد كه پس از مقايسه اين طيف ها ـ

 ترانسفرين در طول موج -ماكزيمم جذب كمپلكس آهن
 ترانسفرين در طول ـ نانومتر و كمپلكس منگنز ٤٦٥

اثرات منگنز .  نانومتر تعيين گرديد٣٤٠ و ٤١٠موجهاي 
 ورد ــــفرين سرم انسان نيز مال آهن به ترانســــبر اتص

 
به مخلوط ) ٥/١ µg/ml(افزودن منگنز. مطالعه قرار گرفت

 به Feال ـــــل آهن و ترانسفرين ، اتصــــواكنش شام
 ، در مقايسه با كنترل ،  درصد٢٠ترانسفرين را به ميزان

اتصال منگنز به آپوترانسفرين بوسيله  .كاهش داده است
 ). ١نمودار ( تأييد گرديد تكنيك دياليز تعادلي نيز
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 برداشت منگنز توسط آپوترانسفرين با : ١ نمودار
 استفاده از دياليز تعادلي

 

ت ، ثاب١نمودار و اطلاعات scatchardبا استفاده از نمودار 
  ١٠٩١/٣ M-١"تقريبا آپوترانسفرين به منگنز )ka(اتصال

 ).٢ نمودار(محاسبه گرديد 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Mn bound (ug/100 ml) 
 

 باند شدن منگنز به scatchard plotمنحني : ٢ نمودار
 آپوترانسفرين و محاسبه ثابت اتصال

 

در مطالعاتي كه پيش از اين انجام شده احتمال بهتر باند 
 به ترانسفرين به صورت يك فرضيه IIIگنز شدن من

، در  ) +Mn3تهيه (بدين منظور ). ١(گزارش شده است 
اين پروژه سرولوپلاسمين به عنوان يك عامل اكسيد 
كننده بوسيله تكنيك كروماتوگرافي ميل تركيبي 

 كمپلكس)  max  λ(ابتدا طيف جذبي . تخليص گرديد 
Mn3+ طيف جذبي با و تهيه ترانسفرين)max λ( كمپلكس
Mn2+نتايج نشان دهنده اين .  ترانسفرين مقايسه شد

 ر ـــاست كه طيف جذبي اين دو كمپلكس مشابه يكديگ
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 نانومتر داراي ٣٤٠ و٤١٠بوده و هر دو در طول موجهاي 

 رسپس اثر سرولوپلاسمين ب. ماكزيمم جذب مي باشند
نتايج حاصل .   به آپوترانسفرين بررسي شد+Mn2اتصال 
 در حضور سرولوپلاسمين +Mn2 ميدهد كه اتصال نشان

 ).٣نمودار (ميزان قابل توجهي افزايش مي يابد ه ب
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در قسمت ديگري از پروژه تغييرات الگوي 
  ،+Fe3الكتروفورتيكي آپوترانسفرين متعاقب باند شدن

Mn2+، Mn3+ به آن ، بررسي و مقايسه شده است   .
 .  ارائه شده است ١تصوير ج حاصل از اين مرحله در نتاي
 
 
 
 
 
 
 
 

 اي الگوي الكتروفورتيكي بررسي مقايسه:  ١تصوير 
  ترانسفرين-+Mn3ترانسفرين و  -+Mn2آپوترانسفرين، 

١ = Apotransferrin 
٨ =Apotransferrin + Mn2+   
 )ندرحضور سرولوپلاسمي( +Apo + Mn3 = ٢و٣و٤و٥و٦و٧و٩و١٠و١١و١٢و١٣ 

 
 به ترانسفرين تغييري در الگوي +Mn2باند شدن 

الكتروفورتيكي آن ايجاد نمي نمايد در حاليكه اتصال 
Mn3+ به ترانسفرين الگوي الكتروفورتيكي آن را تغيير 

آپوترانسفرين به صورت يك باند منفرد مشاهده  .دهد مي
 به ترانسفرين  +Fe3 يا +Mn3شود ولي متعاقب اتصال  مي

 
. ند مجزا از يكديگر در الگوي مذكور ديده مي شوددو با

نتايج مطالعات الكتروفورزي ضمن تأييد نتايج مراحل 
، در مقايسه با +Mn3اسپكتروفتومتري ، اتصال بهتر 

Mn2+ مقايسه . ، به آپوترانسفرين را نيز ثابت مي نمايد
 نيز مؤيد اين  +Fe3 و +Mn2+، Mn3خصوصيات شيميايي 

 .موضوع مي باشد 
 :بحث
ات متعددي عالطمتداخل منگنز با ساير عناصردر       

اگر چه منگنز به عنوان ) . ٢٠،١٩(گزارش شده است 
يك عنصر واسطه با ساير عناصر كمياب داراي تداخل 

با توجه به نقش  مي باشد ، ولي تداخل آن با آهن ،
 بيوشيميائي اين دو عنصر، از اهميت ويژه اي برخوردار

ت منتشره درباره ماهيت پروتئين هاي ارشاگزدر . است
 و Foradori .ناقل منگنز در سرم اختلاف نظر وجود دارد

 درصد از منگنز ٨٠" همكارانش نشان دادند كه تقريبا
 به يك بتا ـ in vitroاضافه شده به پلاسما بصورت 

 و همكارانش پيش Cotzias. گلوبولين متصل مي گردد
از اين گزارش كردند كه اين پروتئين نمي تواند 
ترانسفرين باشد ، چون منگنز متصل شده به پروتئين 

 يك محققان اين. مذكور با آهن معاوضه نمي شود

پلاسما تحت نام  منگنز در پروتئين اختصاصي ناقل
Transmanganin ٢١( را معرفي نمودند .(Keefer و 

 يك پروتئين Ratدند كه در سرم همكارانش ثابت كر
. منفرد به هر دو عنصر آهن و منگنز متصل مي گردد 

 تعيين شد كه به ٧/٥نقطه ايزوالكتريك اين پروتئين 
بسيار نزديك ) ٩/٥(نقطه ايزوالكتريك ترانسفرين انساني 

 نشان داد كه منگنز پس از ترك Davis ).٢٢(مي باشد 
 يه به آلبومين متصل روده به آلبومين يا يك پروتئين شب

بنابراين با توجه به مطالعاتي كه پيش از  ).٢٣(مي شود 
، ) ٢١ (Transmanganin پروتئين ٣اين انجام شده 

Transferrin) ١،٢٢ ( وAlbumin) به عنوان ) ١٦،٢٣،٢٤
 .  مهمترين ناقلهاي منگنز در سرم معرفي شده اند

ابوليسم پروژه حاضر تأثير و ارتباط تداخلي متدر       
در اين . ن با منگنز مورد توجه قرار گرفته است ـآه

آپوترانسفرين، كمپلكس  )max λ(طيف جذبي ابتدا زمينه
ترانسفرين تهيه ـ ترانسفرين و كمپلكس منگنز  ـ آهن

 گيري پس از مقايسه سه طيف چنين نتيجه  .گرديد
 ترانسفرين در طول موج  ـمي شود كه كمپلكس آهن

 ول ــــ ترانسفرين در ط-مپلكس منگنز  نانومتر و ك٤٦٥

             With ceruloplasmin (Mn3+) 
             Without ceruloplasmin (Mn2+) 
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 . به آپوترانسفرين+Mn3 و +Mn2مقايسه اتصال : ٣  نمودار
 .از سرولوپلاسمين خالص شده استفاده گرديد) III(براي تهيه منگنز 
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  نانومتر داراي ماكزيمم جذب ٣٤٠ و ٤١٠موجهاي 
به علت دخالت "  احتمالاUVجذب در ناحيه. مي باشند

اسيد آمينه تريتپوفان و يا تيروزين در اتصال فلز به 
در مطالعاتي كه پيش از اين انجام  .ترانسفرين  مي باشد

نز ـ ترانسفرين در طول منگ كمپلكس جذب ماكزيمم شده
 نانومتر گزارش شده كه اختلاف ٣٣٠ و٤٣٠موجهاي
" احتمالا شده بين اين نتايج با نتايج پروژه حاضر مشاهده

 ).١(به علت استفاده از بافرهاي مختلف مي باشد 
وقتي اثر منگنز بر ميزان برداشت آهن توسط       

سه ترانسفرين سرم انسان وآپوترانسفرين بررسي و مقاي
انتظار داشتيم كه منگنز برداشت آهن توسط " شد قاعدتا

ولي نتايج . آپوترانسفرين  را بيشتر تحت تأثير قرار دهد
بدست آمده خلاف اين را نشان داد به گونه اي كه اين 
 عنصر برداشت آهن توسط سرم انساني را بيشتر مهار 

بنابراين نتيجه گرفته شد كه بايستي در سرم . مي نمود 
لي وجود داشته باشد كه تغييراتي در منگنز ايجاد عام

در . نموده و باعث اتصال بهتر منگنز به ترانسفرين گردد
 به +Mn3مطالعات قبلي نيز احتمال بهتر پيوند شدن 

 ).١(ترانسفرين بصورت يك فرضيه گزارش شده است 
وجود دارد كه در حضور يك عامل اكسيد اين احتمال 

 تبديل شده و سپس به  +Mn3 به +Mn2كننده در سرم 
مي تواند سرولوپلاسمين  عامل اين .گردد متصل ترانسفرين

بدين منظور در  .و يا اكسيژنهاي ملكولي سرم باشد
قسمت ديگري از اين پروژه سرولوپلاسمين سرم انساني 

 ترانسفرين  ـ به آپو+Mn2اثر آن بر اتصال و گرديد تخليص
 +Mn2 كه اتصال نتايج حاصل نشان مي دهد. بررسي شد

در  حضور سرولوپلاسمين به ميزان قابل توجهي افزايش 
مي يابد و اين موضوع خود ثابت كننده اتصال بهتر 

Mn3+به ترانسفرين مي باشد . 
اثر منگنز بر برداشت آهن توسط آپوترانسفرين از       

و مشخص  طريق تكنيك دياليز تعادلي نيز بررسي شد
 اتصال آهن به اين پروتئينگرديد كه در حضور منگنز 

ات ــــــكاهش مي يابد كه نتايج حاصل از آزمايش %٢٥
اين موضوع در . اسيكتروفتومتري را تأييد مي نمايد 

آزمايشات الكتروفورز به اثبات رسيده است همانگونه كه 
به ترانسفرين به حدي  +Mn3ان شده اتصال نتايج بيدر 

رانسفرين را تغيير  تـاست كه الگوي الكتروفورتيكي آپو 
ترانسفرين روي الگوي   به+Mn2ميدهد در حاليكه اتصال 

 .رتيكي آن اثري ندارد والكتروف

 
ه مطالع ـبه طور كلي نتايج بدست آمده از آزمايشات               

حاضر مشخص مي نمايد كه منگنز از طريـق تـداخل در            
انتقال پلاسمايي آهن متابوليسم اين عنصر را تحت تأثير         

ه ميتواند حتي مكانيسمي جهت ايجاد كم خوني        قرار داد 
 . در افرادي كه مسموميت با منگنز را دارند ارائه دهد
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